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1. Bespreking van de enquête 
1 .1 ~i~rosco.E_i~che_ s~k.!_i~ 
De enquête bestond dit jaar uit een vijftal monsters, vier mengvoeders 
en een monster gedenatureerde magere melkpoeder . 
Twee monsters waren reeds eerder door duitse instituten onderzocht. In 
Duitsland heeft men n.l. problemen met de z.g . "offene Deklaration". 
In het verleden mochten de fabrikanten de samenstelling van een meng-
voeder niet op de label vermelden . Thans zijn ze er in het kader van 
de EEG toe verplicht. Er bestaan daar veel weerstanden tegen m.n. ge-
bruiken de tegenstanders het argument dat de samenstelling niet te 
controleren zou zijn . Voor de duitse onderzoekers komt deze kritiek 
hard aan en men hoopte met deze enquête te bewijzen dat deze stelling-
name niet juist is. Uit de vergelijking van de resultaten van de ver-
schillende instituten bleek dat de identifikatie van de gebruikte 
grondstoffen geen problemen opleverde. Voor ~o~at betreft de schatting 
van de percentages liepen de resultaten nog al uiteen (zie bijlage I). 
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De beide andere mengvoeders waren door het organiserende instituut 
zelf samengesteld. Hierin waren prodokten verwerkt die niet vaak voor-
komen, zoals een tarwemeel dat sterk besmet ~.,as met steenbrandsporen , 
magnesiumsulfaat en gemalen anattozaden. Dit laatste produkt wordt 
toegepast als natuurlijke kleurstof in legkuikenvoeders voor het don-
kerder kleuren van eidooiers . Het mengvoeder was sterk rood gekleurd , 
hetgeen de identifikatie van de diverse grondstoffen sterk bemoeilijk-
te. De beide andere monsters t.w. pellets bestaande uit mais en aard-
appeleiwit en het gedenatureerde magere melkpoeder leverden voor ons 
weinig problemen op . 
Enquête 
Bij de microbiologische sektie werden ook dit jaar enkele enquêtes ge-
houden. Een enquête voor het vaststellen van de microbiologische kwa-
liteit van diervoeders en een voor de identifikatie van antibiotica in 
diervoeders. Verder werden de resultaten van de antibiotica enquêtes 
1984 besproken. 
1. Hicrobiologische kwaliteit van diervoeders 
Van LUFA laboratorium Speyer ~.,erden twee monsters onderzocht op totaal-
kiemgetal en het aantal schimmels , tevens werden de schimmels nader 
geidentificeerd . Methode van onderzoek voor de bepaling van het aantal 
lAG methode, methode van onderzoek voor de identifikatie; interne 
methode. 
De resultaten van alle deelnemers staan samengevat in de overzichten 
op bijlage II en III waarin de resultaten van het RIKILT-lab staan 
onder nr. 22 . 
Uit de resultaten blijkt dat de variatie van het kiemgetal groot is 
maar tijdens de evaluatie bleek duidelijk dat de gebruikte methode 
hier zeker een grote bijdrage aan heeft gegeven. De laagste alsook de 
hoogste kiemgetallen waren veelal verkregen uit een afwijkende lAG-
methode waarbij menging, incubatietemperatuur en -tijd en gebruikt 
medium de voornaamste verschilpunten zijn. 
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Bij de identifikatie van schimmels is duidelijk een verbetering ~o~aar 
te nemen in vergelijking met eerdere enquêtes. Er komt steeds meer er-
varing en deze methode van gezamenlijk onderzoek blijkt de meeste 
deelnemers goed te bevallen. 
Nogmaals werd erop gewezen dat voor verantwoord vergelijken van 
resultaten de voorgeschreven methode gevolgd dient te worden. 
Ook voor volgend jaar zullen weer enkele monsters verstuurd \Wrden. 
2. Antibiotica 
Enguête 1984 
Aan de hand van een overzicht werd de enquête 1983/84 besproken (zie 
bijlage IV). 
Door een 6- tal deelnemers werden onderling monsters uitgewisseld om 
daarin de ev . aanwezige bacteriegroeiremmende stoffen te identificeren 
ieder met zijn z.g . "Hausmethode". 
Gebruikte methodes waren : 
- bacteriespectrum 
- dunnelaag al of niet in kombinatie met blo- autografie 
- hoogspanningselektroforese in kombinatie met blo-autografie. 
Algemene indruk was dat soms te gekompliceerde monsters (nr. 3) ver-
stuurd waren. l~einig overeenkomende resultaten met veel foutieve iden-
tifikatie. 
Enquête 1985 
Door het LUFA-lab in Freising ~o~erden 4 monsters diervoer verstuurd ter 
identifikatie. Evenals in 1984 werden deze monsters onderzocht volgens 
de z . g. "Hausmethode". 
Aan de onderzoeken namen 6 laboratoria deel. 
Uit de resultaten (zie bijlage V) blijkt ook nu weer dat de identifi-
katie van antibiotica uit diervoer nader onderzoek behoeft. De resul-
taten van RIKILT-lab staan ~o~eergegeven onder code l~G. 
Om dit onderzoek \olat meer lijn te geven is besloten dat die laboratoria 
die met hun z.g. "Hausmethode" mogelijk overeenkomsten hebben wat meer 
me t elkaar zullen corresponderen zodat er mogelijk toch een voorstel 
kan worden gedaan tot een uniforme aanpak. 
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Zo zullen de laboratoria in Freising, Grangeneuve en Wageningen elkaar 
informeren over dunnelaagmethoden in kombinatie met blo-autografie. 
Voor het volgend jaar zal LUFA-Freising weer enkele monsters ter iden-
tifikatie sturen. 
Methoden van onderzoek 
- Uitvoerig besproken de lAG-methode "Nachweis von Salmonella" 
Fachgruppe VI Futtermittel. 
De methode \o~erd na enkele redaktiewijzigingen als zodanig geaccep-
teerd (bijlage VI). 
- De methode "Nachweis von coliforruen Bakterien und Escherichia coli 
in Futtermitteln" werd uitgedeeld en globaal besproken. Het voornemen 
is om monsters diervoer te versturen en deze volgens deze methode 
(bijlage VII) te onderzoeken. In een volgende lAG kan de methode 
nader ge~valueerd worden. 
LUFA- Freising stuurt monsters. 
2. Voordrachten 
2.1 Westermann, Augustenberg en Barnikol, Freiburg: Die Verwendung von 
Futterweizen mit Weizensteinbrand- und Zwergbrandbefall in der Schwei-
nemast . In deze inleiding gingen de sprekers in op het veelvuldig voor-
komen van brandsporen op granen in centraal europese landen en berg-
gebieden. Hoewel s teenbrandsporen tot ee n duidelijke vermindering van 
de kwaliteit aanleiding geven, kunnen vergiftigingsverschijnselen door 
mycotoxinen niet worden vastgesteld. Ook uit histopathologisch onder-
zoek van organen van slachtdieren bleken geen afwijkingen door het 
vervoederen van met steenbrandsporen besmet graan op te treden. Een 
probleem is het kwantificeren van de steenbrandbesmetting. Sterk be-
smette partijen t-rorden voor de alkoholbereiding gebruikt. 
2.2 Piskol en Kouadio, Abidjan gaven een uiteenzetting over de aard-
erwt, Voandzeia subterranea. Deze eenjarige leguminoos is in Centraal 
Afrika een zeer belangrijk gewas. Het is een belangrijke concurrent 
van de grondnoot. De plant is resistent tegen besme tting met Aspergil-
lus flavus (aflatoxine) en ook in droge gebieden groeit hij goed. 
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2.3 Meszaros, Speyer: Unterschiede der mikroskopisch erkennbaren Merk-
male zwischen Croton tiglium und Ricinus communis. 
Zowel croton als ricinuspersresten zijn verboden in de diervoeding. 
eratonolie is een middel dat o.a. wordt toegepast bij loodvergiftiging 
en als afdrijfmiddel . De persresten zijn zeer toxisch ( crotonalbumine) 
en alleen geschikt als meststof. Het bevat veel zetmeel i.t.t. ricinus, 
oxalaatkristallen ontbreken. 
2.4 Gillet, Parijs: Un aliment pour cervides. Naast de bekende huis-
dieren, die om hun vlees gehouden worden, zouden ook herten voor de 
vleesproduktie in aanmerking kunnen komen. Deze dieren kunnen met een 
speciaal samengesteld voeder een gewicht van 300 kg bereiken. In 
Frankrijk wordt de hertenteelt op het Pare National de Chambord toege-
past. Slechts van medio december tot juni wordt bijgevoederd met ge-
medicineerd voer. Naast deze en nog andere interessante informatie 
werd uitgebreid ingegaan op de samenstelling van dit hertenvoeder. 
2.5 J~rgensen, Lyngby: The microscopie botanical analysis of feeding-
stuffs in Denmark. Het betrof hier een interessante uiteenzetting over 
de wijze waarop in Denemarken de voedermiddelencontrole georganiseerd 
is en op welke wijze de microscopie daarbij betrokken is. 
2 .6 Vöhringer, Bonn: Qualitative Tests im Rahmen der mikroskopischen 
GemengteilUberprUfung von Futtermischungen. 
In deze lezing werden de diverse microscopische k'o1alitatieve testen 
nog eens op een rijtje gezet. Naast de reeds bekende testen werden een 
aantal nieuwe toepassingen genoemd. 
2. 7 Hestermann, Augustenberg: Vorstellong des Schlag,wrtkataloges 
Mikroskopie. Hestermann is begonnen met de inventarisatie van de 
diverse onderwerpen in een alfabetisch register, die sinds 1962 in de 
"Tagungsprotokollen" zijn gepubliceerd. ?>1ogelijk zijn de resultaten 
volgend jaar beschikbaar. 
2.8 Ohms, Hameln: Elektrophorese- Techniken zur UnterstUtzung der Fut-
termittelmikroskopie. Het lijkt mogelijk om speciesidentifikatie in 
vleeswaren elektroforetisch uit te voeren evenals het aantonen van 
vleesvreemde eiwitten. 
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2.9 Gillet, Parijs: Examen microscopique de protein monocellulaire 
(protéines de lactoserum). Dergelijke eiwitprodukten hebben weinig 
karakteristieke kenmerken. Gillet is er echter in geslaagd om het pro-
dukt te identificeren in mengsels e.d. 
2.10 Haas, Luxemburg: Mikroskopische Bestimmung von Lactoserum in 
Mischfutter. Haas is eveneens betrokken bij de controle van magere 
melkpoeder op loleipoeder in het kader van Verordening (EEG) 1725/79 in 
Luxemburg. Zijn verhaal k1>1am er op neer dat hij tot de ontdekking was 
gekomen, dat deze controle in ons land behalve chemisch ook microsco-
pisch wordt uitgevoerd. Hij t1o~ijfelde aan de mogelijkheid om b.v. 0,5% 
weipoeder in HHP op te sporen. Ook duitse collega's lolaren zeer kri-
tisch. Helaas hebben ze het zelf nooit geprobeerd, hoewel ik reeds in 
1982 de methode uitgebreid heb toegelicht. Komend jaar zal Haas een 
enqu~te organiseren en zullen de diverse instituten de methode wel 
moeten uittesten. 
2.11 V~hringer, Bonn: Offene Deklaration bei Mischfuttermitteln- Neue 
futtermittelrechtliche Regelung in der BRD - und ihre Konsequenzen für 
die Futtermittelmikroskopie. 
In Duitsland is men in het kader van EEG-regelingen en toe over gegaan 
de samenstelling van de veevoeders op de label te vermelden. Bij ons 
is dit altijd al zo geweest . Nu levert dit in Duitsland problemen op. 
De fabrikanten zijn er op tegen en beweren dat een controle niet moge-
lijk is. Nu willen een aantal microscopisten precies gaan vastleggen 
wat wel en wat niet mogelijk is met microscopisch onderzoek. Dit lijkt 
mij een ondoenlijke en 1>1einig zinvolle zaak. Beter zou zijn af te 
spreken hoe de verslaglegging bij de ambtelijke controle moet plaats 
vinden. 
2 .12 Microbiologische voordrachten 
Doordat er dit jaar ruim tijd gereserveerd was voor het onderzoek anti-
biotica was er weinig tijd beschikbaar voor echte voordrachten en 
bleef het beperkt tot enkele ervaringsmeldingen, zoals 
"Erfahrungen von 6 Jahren über das Vorkommen von Fusarientoxinen in 




"Ergosterin in Futtermitteln" door prof. dr H.H. Hüller 
Ergosterin als chemische indikator voor de groei van schimmels in dier-
voeders . Ergosterin in kombinatie met Bacterie- /schimmelkiemgetal . Al-
leen een schimmelkiemgetal heeft volgens ~fûller geen zin er moet naar 
andere parameters gezocht worden. 
"Impedance measurement of dairy products" door N.J.G. Broex. 
Techniek bij deze IAG-groep niet of nauwelijks bekend. Zien de ontwik-
kelingen hoopvol tegemoet. Als er ooit een Salmonella- methode beschik-
baar komt dan is ook deze techniek in de voedermiddelenmicrobiologie 
interessant. 
3. Excursie 
Een z .g. "Fachexkursion" werd gemaakt naar de farmaceutische fabriek 
"fa . Hillmar Schwabe" in Karlsruhe. Het bedrijf is gespecialiseerd in 
de bereiding van speciale preparaten, die o.m. in de homeopathie wor-
den toegepast . 
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Fachgruppe Futtermittel Enquete Nr. 188 b - Milchl eistungsfutter 
4 % Kokosexpeller vcrhanden ja j a unt er .2 ca.2-5 ja 
7 % Palmschrot - fehlt ? fehlt feh1t fehlt fehlt 
3 % Sojaschrot Spuren ja max . 1 unt e r 2 ca . 2-4 \ ja 
-
3 % Baumwollsaatschrot vcrhanden ja (+Kapok )l ja ___ * lca.S-14 f ja 
- - --------------·--·- t-----····-
15% Sonnenblumenschrot vcrhanden Gr .0 . 10 ja ja ca.12-18 ca.20 
, ____ -- ---· --
·-- - -··- ·- -·-· ·- --- ---- --------- ·--· ----- ---------
8 % Rapsschrot ca .15 ca.l0-15 ca.l5-20 ca.22- 27 ca.10-14 etwas erhöht 
fehlt 
- - --- ~---
.. -::::;Ï;isti~l -~ -~f;O~l;:~ •. ü~~-~ ~I:~f::~-b-e-r;t:· :--~-:_;_c_o_r_n+-:-:-:-:-~-1-:_r_h_ö_h_t 5 % SüBlupinensbhrot - fehl t fehlt 6 % Maiskeimschrot 6% Treekenschni t zel 
6 % Apfeltrester 
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-------------------------------------··· ·--- .. 






o . ... I 
c ... OI lil 
;; " OI ..... OI 
OI 








c c Bak ter i en f 1 ora c "0 Pil zflora " Bemerkung u 
"' 
c 0 c c .... 




"0 .... lil ): 
-
.. u ... 
- ... " " 
.. 
u c 0 u 
-
.. .- fl) Cl) 
... ;:J ~ > :t: >lil t-
-+ 
19 I 12 1 o-s 
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3 30, 5 As pergl ll en ca . ~0 % A. n ige r , A. vent i i-Gr . 
coryneforme Bakt . ltS % 1-:ucoraceen ca . 18 % A. f lavus 1- 11 I AG -Met ho de 
aerobe Sporenbl ldner I 5 % Penl c llllen ca . IS % 
Sons t lge I 5 % Hef en ca. IS % 
SchUt t ier 
CIadospor i en ca . s % Pr Of ng auf 
Fusarlen ca. 2 % Hyko ox ine! 




Ij 12 10- lj 1 ,6 - I0- 3 23 Hef en ca . 60 % Asperg1 l l en ca . 20 % A. nlger 1-11 P1ate Count -
Pen Ie i I I i en ca . 10 % Aga r 
Muco r u.a . ca . 10 % Schil tti er 
s ·o I 0-lt 0,2 - I 0-
3 8 Aspe rg I 11 us n iger ca. 25 % 
A. candi dus ca . 25 % I lAG -Me t hode 
Fusar ien ca. 25 .. 
"' Muco r sp. ca. 25 % Mühl e , Schüt 
6 - 10- lt O,lt6 - 10-
3 27 , 3 Mucor ca. 80 % I lAG-Met hode 
Hef e n ca. 20 % Mühl e, Sc hüt 
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7 10 10-
4 0, 76 Gelbke ime I 0-
2 8 , 2 Asperg i. II en ca . 48 % A.n lger , A. Gi aucus-Gr . I Obe r f l ächen - ~ 
ae robe Sporenblldner A.ochraceus , A.fumlga-
t hode , Bl ut-, 
co l iforme Bakter Jen t us 
Kra nep- GSP- ,( 
Hi krokokken, Pseudomqnaden Hef en ca. so % ner- , BP- , M! Sons t i ge ca . 2 % Penl ei II .frequen t ans Sa bour aud-Ag< 
Mucor, Acremon ium lAG- Pi l z-flgat 
Stomacher 
1 0- lj I0-3 8 10 0,7 - 23 Asperg i 11 en 60 % A. n lger 50%, A.f l avu s 10% - Plate Coun t· . 
Penl c il l ien 25 % Beugal rosa-C 
Hef en 10 % amphen i co 1- A 
Mucor/Rhizopus 5 % 
9 9 10-
4 0, 98 - 10- lt 2lt0 Hef en ca. 83 % Aspergill en ca . 10 % A.niger, A. sp. li l I AG -Methode 
Pen ie i li l en ca. 2 % IV Schüt t l er, 
Sonstige s % 
+ 
ca . Stomacher . 
10 11 10-lt 0, 59 Sporenbi ldner I0-
3 21 Aspergll l us 11 I A.G -Methode 
Kurz s t ä bchen 
n' 11 I 0- lj 0,34 Sporenb l ldner I 0-
3 21, ' Asperg i 11 us n lger ca . 90 % 11 lAG-Me thode 
Ge l bke ime Pen ie i I J l en 
} 
Schü tt I er 
I Fusa r ien 
r) 
cJi · 
Mucor ca . 10 % 
{" Rhl zopus 
...-
t Asp. f l avus 
Asp. terreus 
-
.I Enquete 1985, Hl schfu tt er (Probe 2) 
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0 5 ~ u - ..... tO "' ~ > :z: > 111 ~ 
12 11 10-lj 0, 6~ - 10-3 20 Asperg i 11 en ca . 80 %. A.glaucus-Gr . , A. n lger I Plate Count-
A.flavus, A.cand idus, Ag ar 
A. terreus Halt-Agar 
Penlcllllen ca. 5 % P. cyc lopl urn 
' 
HagnetrUhrer 
Sonstlge ca. 15 % Fusariurn, \Ja I I ern I a, 
CIadospor i urn 
13 - - - - - - - - -. 
I 
1 o-5 10-3 
'" 
'2 1,6 - 7 - - Pl ate Count -Agar 
Ha lt- Extract-
/ Agar, S tomache 
15 - I 0 -3 0,9 Gelbkeirne ""~0 % - 25 Asperglllus nlger ca. 50 % 117 Oberflächen-
10 - 4 aerobe Sporenbi ldner ""~0 % Hucoraceen 20 % Methode 
Ent erobakteiren, u.a . Kletisiella A. - g l aucus-Gr . 20 % Bentagar , 
pneurn. H,~onkey-Agar 
Hi krokokken, Pseudomonas sp. Sabouraud-Agar 
IAG-P i li-Agar 
Schiltt ier 
16 1 o-5 1. 52 Bacillen I 0- 3 1~.~ Asperglllen ca . 60 % A. nlger, A. fl~vu I IAG-Hethode 
Gelbkeirne Pen i c lil i en 5 % 
Hef en 15 % Stornacher 
Fusar ien u.a. 20 % 
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17 12 10- 4 0,23 - 10~ 3 11 Asperglllus nlger ca . 50 % 11 lAG-Methode Fusarlen ca. 30 % Sabour aud-, Cza 
Hucoraceen ca . 10 % pek-Agar 
Pen lelilium 
1 
Ha I z-Ext ra kt -A . 
A. fum l ga tus ca. 10 % Potato-Sucrose-
A.Giaucus-Gr. Mühle, Schütt IE 
18 11 10- lj 1,4 - 10-3 14,7 Asperg illus nlger ca . 70 % 11 lAG-Methode A. flavus , A. sp . ca. 5 % HUhle, SchUttie 
Mucor/Rhlzopus 20 % Toxi blldner 
Hef en , Fusarlen, Pen I c 1111 en 
19 12 . 1 o-s 2,5 - 1 o-
3 11.7 Aspergi llus niger ca. 70 % 1 lAG-Methode 
Rhlzopus ca . 24 % Mühle 
A. flavus ca. 5 % SchUttier 
I Fusar i urn ca. 1 % 
20 11 10_,. 0,73 - 10-
2 4,9 Asperglllus ca. 30 % A.niger, l). .fl avus 
Hef en ca. 25 % I lAG-Me thode 
Hucorales ca. 20 % Schil tti e r 
Pen I c lil I urn ca. 10 % 
, Sonstige ca. 15 % 
21 14 10_,. 0,89 Gelbkeime ca. 50 % 10-
2 11 Hef en ca. 50 % 
Asperg lll us nlger ca. 25 % I lAG-Methode 
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22 16 10-lt 1,2 - 10- 3 21 Asperg i 11 us nlge r ca. 70 % Jl, I lAG-Methode A. candidus 10 % S tomacher Rhlzopus 15 % (Rh.oll .. gos po ru s 
+ oryzae) 
Hef en 5 % 
23 13 10-) 0104 - 1 o- 2 119 Asperg l11 us niger 75 % I Andere Methode A. flavus 15 % aber IAC-Nähr-
Fusarium 5 % böden 
Pen lel ilium 5 % 
I 
x20 a 0197 10
6 
x19 a 17,22 10
3 
t 106 103 5 20 ~ 0, 59 5 19 .. 7 , 64 
R20 a 1,q3 1é Rl9 = 25,60 10
3 
r: c• 1 :i f. 
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IAG-Enquete: Qualitativer Nachweis von Antibiotika 1983184 
Untersuchung nach Hausmethoden; FS = Frei s ing, WN = Wien , BN = Bonn, WG = Wageningen, 
GN = Grangeneuve , KR = Karl sruhe 
Resul t ate der Untersuchungss te ll en 
Versender Nr . Dek l . FS WN BN 
FS 1 ZBA 300 ppm ® 8) -
AVO 300 ppm (f) ® ® 
VGN 
2 MON 90 ppm ® (f) ® 
WN 3 AVO ® (f) -
MON ® ® • -
FZD ® (f) -
FPL - (f) -
(OTC) 
BN 4 PEN 6 ppm ® ® (!) 
CTC 14 ppm ® (±) <D 
WG 5 FPL 5 ppm - - 0 




GN 6'* AVO 10 ppm 
- - -
TYL 25 ppm 0 - ® 
ZBA 20 ppm 0 ® -
VGN MON 
FZD 
7* SAL 50 ppm ® (±) 0 
LAS 90 ppm <D ® -
VGN 20 ppm (±) ® -
(OTC) TYL MON 
I 
NAR 
Bemerkungen: * Antibiotika zu Basisfutter gemischt 
1)unbekannte Aktivität; 2)Sulfonamid 
( ) = in Spuren vorhanden; LCM = Lincomycin 














































IAG-Enquete: Qualitativer Nachweis van Antibiotika 1984/85 
Untersuchung nach Hausmethoden; FS = Freising, WN = Wien, BN = Bonn, WG = Wageningen, 
GN = Grangeneuve, KR = Karlsruhe, LI = Linz 
Versender LBP Freising 
Probe Dekl. I st Resultate der Untersuchungsstellen 
Nr. (mg/kg) - FS WN BN GN KR LI WG 
Et FPL 25 8 0 - - CD 0 
N.J- MON 3 0 - - - - - ~ 
-- --- ----
- -- --- - ~-------- -- - - -- - --- - -. 
sonst. (DOT) Antibiot. - - - - -
E2 TYL 800 0 0 0 ?W- 0 0 11) 
' 
100 -1500 N,.t CD l'Û NTV 36 - - - - -
ZBA ca.20 CD 0 - - - 0 -
-------- -
---
-- -- - ----- -- -- -- ---------
sonst. uA* AVO u A* Antibiot. - - -
E3 AVO 10 "0 0 - 1@,8 - 0 0 
MON 60 ·cv 0 toly- j 3illo ® 0 ~ \ 
0 
at her 
6~00 0 NAR 32 - - -
---------
1----
-------------------- - --- -
sonst. SAL CoJtL Antibiot. - - - - -
E4 ~:J· ZBA 40 0 CD - - (D? 0 (f) 
. ' 0 CD 0 I SPI 40 - Macro- - <.0). 1 i d 
- - -------
1----
- ---- - - --- - --- -- -- -·-- -- - ·- - -
sonst. u A* 6 ftt Antibiot. - - - - . -
Bemerkungen: * uA = unbekannte Aktivität 
? = Identität nicht sicher 
( ) = Spuren 
Mai 1985, LBP Freising 
I 
I 
: ' ~~~ 
Faç~gruppe VI Futtermittel, Text nach 1. Lesung vom 28.3.85 
Nachwefs von Salmonellen 
(1) Zweck und Anwendungsbereich ~ 
( 2 ) 
Die Methode dient dem Nachweis von Salmonellen in Futter-
mitteln. 
Prinzip 
Zwei mal 25 g der Probe werden mit der 9fachen Menge eines 
gepufterten Peptonwassers versetzt und 20 bis 24 Stunden 
bei 37°C bebrütet. Oiese Voranreicherung ist erforderlich, 
urn auch subletal geschädigte Salmonella-Bakterfen zu re-
aktivieren. 
Die Anreicherung von Salmonella-Bakterien erfolgt in zwei 
aufeinanderfolgenden Hauptanreicherungsschritten mit Selektiv-
Nährlösungen, welche zugleich ~ie Entwicklung anderer Keim-
gruppen hemmen. AnschlieBend wird aus der zweiten Hauptan-
reicherung auf feste Selek~ivnährböden a~sgestriche~. Von 
salmonellaverdächtigen Kolonien werden Stammkulturen ange-
legt, welche binchemisch und mit Hilfe von polyvalenten 
Salmonella-Seren auf Zugehörigkeit .zum Genus Salmonefla · 
zu prüfen sind. 
(3) Nährböden und Reagenzien 
( 3 • 1 ) 
Damit eine sichere Erkennung von salmonellaverdächtlgen Kolo-
nien und eindeutige biochemische Reaktionen gewährleistet 
sind, ·wird empfohlen, die Nährböden 3.6 bis 3.9 und 3.11 
bis 3.12 nicht selbst herzustellen, sondern fertig formulierte 
und standardisierte Trockennährböden .zu verwenden. Die vom 
Hersteller eines Trockennährbodens angegebene Menge bzw. die 
im einzelnen aufgefü~rten Bestandteile werden jeweils in 
1000 ml destilliertem bzw. vol l entsalztem Wasser suspendiert. 
10 Min. gerührt (4.5) und der pH-Wert mit 1 Mol/l oder 
0,1 Mol/l Salzsäure bzw. Natronlauge g~gebenenfalls einge-
stellt (4.4)~ 
Nährlösung für Voranreicherung (Peptonwasser, gepuffert): 









( 3. 2) 
( 3. 3) 
( 3 • 4) 




di-Natriumhydrogenphosphat 9 g; kaliumdihydrogenphosphat 1,5 g; 
Wasser 1000 mi. ~er pH-Wert muB 7,2 + 0,1 betragen. 
Die Nährlösung wird zu 225 ml in kolben (4.1) abgefüllt, mit 
Sterfstopfen verschlossen und 20 Min. bei - 121°C autoklaviert. 
pH-Indikatorpapier (pH 5,0 - 8,0) 
Calciumcarbonat-~uspension: 10 g Calciumcarbonat (gefällt) 
werden in einem Kolben (4.2) mit 50 ml Wasser versetzt. Der 
Kolben wird mit einem Steristopfen verschlossen, die Sus-
pension bis zum Koehen erhitzt und 'abgekühlt. 
I 
Jod - Kaliumjodid-lösung: 20 g Jod und 25 g Kaliumjodid in 
100 ml Wasser. Hierzu werden zum eingewogenen Jod und Kalium-
jodid zunächst etwa 15 ml Wasser gegeben, nach vollständi-
gem Lösen der BestandtetJe wird das restliche Wasser zuge-
fügt. 
Brillantgrün-lösung: 0,1% Brillantgrün in Wasser 
Selektivbouillon für HauptanreicherunQen 
Tetrathionatbouillon nach Muller-Kauffmann: 
Caseinpepton 7 g; Sojamehlpepton 2,3 g; Natriumchlorid 2,3 g; 
Calciumcarbonat 25 g; Natriumthiosulfat 40,7 g; Rindergal Ie · 
(getrocknet} 4,75 g; pH = 7,6 ~ 0,2. 
Dieser Formulierung entspricht der Trockennährboden Oxoid 
CM 343. 
Die Nährlösung wird unter Rühren zu 50 mi in Kolben (4.2) 
. 
abgefüllt, mit einem Steristopfen verschlossen, kurz bis 
zum Koehen erhitzt und abgekühlt. Vor Verwendung ·werden je-
dem Kolben 1 mr Jod-Kaliumjodid-lösung (3.4) und 0,5 ml 
Brillantgrün-Lösung (~.5) zugegeben. Der gebrauchsfertige 
Nährboden soll noch am Tag der- Zubereitung verwendet werden. 
(3.6.2) Tetrathionatbouillon nach Muller-Kauffmann, modifiziert: 
Fleischpepton 4,5 g; Fleischextrakt 0,9 g; Hefeextrakt 1,8 g; 
Natrtumchlorid 4,5 g; Calciumcarbonat 25 g; Natriumthiosulfat 
40,7 g; Rindergalle (getrocknet) 4,75 g; PH 7,6 ~ 0,2. 
' 
___ , 
-- __ _ .,..________ . - - - - -· - -· - ., . 

( 
( 3. 8) 




Der Nährboden wird auf einem heizbaren MagnetrOhrer (4.5) 
oder einem Dampftopf bis zum Erreichen des Kochpunktes zum 
vollständig en Lösen der Bestandteile erhi~zt. Nach Abkühlen 
in einem Wasserbad auf etwa 60°C wird der Nährboden in dicker 
Schicht (ca. 20 ml pro Petrischa1e mit 0 10 c~) gegassen. 
Na c h Abt r.o c k n e n de r N ä h r bodenoberf 1 ä c he ( z • B . Pet r i s c ha 1 en 
mit Deckei nach ûnten ober Nacht bei 37°C inkubieren) sind 
die DHL - Platten gebrauchsfertig. Sie können ca . 1 Woche im 
Kühlschrank aufbewahrt werden. 
XLD - Agar (Xylose - Lysfn.Desoxycholat-Ag~r): 
Heteextrakt 3 g; D(+) - Xylose 3,5 g (3,75 g); Lactose 
7,5 g; Saccharose 7,5 g; L- Lysin 5 g; Natriumchlorid 5 g; . · 
Natriumdesoxycholat 2,5 g_(1 g); Natriumthiosulfat 6,8 g; 
Ammoniumeisen(l l l) -citrat 0 ,8 g; Phenolro~ 0,08 g; Agar- Agar 
12,5 - 13,5 g jenach Qualität; pH= 7,4 ~ 0,1. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden BBL 
11 838, Merck 5287 und "Serva 48 597. Die in Klammern ge -
s e tzte~ Anga be n fOr D(+) - Xylose und NatriumdesoxychoJat. 
entsprechen der Formulierung des Trockennährbodens Oxoid 
CM 469. 
Der Nährboden wird auf einem heizbaren Magnetrührer (4 . 5) 
. . 
ode r .e i n e m 0 a m p f t o p f b i s z u m v o 1 1 s t ä n d i g e n L ö s e n d e r Be -
stand t eile erhitzt . Nach Abkühlen in einem Wass e rbad auf 
etwa 60 °C wird in Petri~chalen (ca. 10 ml pro Schale mit 
0 10 cm) abgefüllt. Nach Abtrocknen der Nährbodenoberfläche 
(z.B. Petrischalen mit Deckei nach unten Ober Nacht bei 37°C 
inkubieren) sind die XLD-Platten gebrauchsfertig. Sie können 
1 Woche im Kühlschrank aufbewahrt werden. 
·, 
Selektivnährboden eigener Wahl 
' Nähragar zur Stammhaltung und serologischen Prüfung: 
Caseinpepton 5 g; Hefeextrakt 2,5 g; 0(+)-Glucose 10 g; 
Agar-Agar 12 - 14 g je nach Qualität; pH = 7,2 ± 0,2. 
Kligler-Agar (Eisen-Zwelzucker-Agar nach Kligler): 
Dieser Testnährboden wird in der lfteratur sowie von Nähr -














_Polypepton 20 g 
Ca seinpepton 15 g 
FJeischpepton 15 g 5 g 20 g 
Proteose-Pepton 5 g 
Flefschextrakt 3 g 3 g 3 g 
Hefeextral<t 3 g 3 g 3 g 
lactose 10 g 10 g 
'· 
10 g 10 g 
D(+)-Glucose 1 g 1 g 1 g 1 g 
Natriumchlorid 5 g 5 g 5 g 5 g 
Ammoniumeisen(III)-citrat 0,5 g 0,5 g 
Eisen(III)-citrat 0,3 g 
Eisen(II)-sulfat 0,2 g 
Natriumthiosulfat 0,5 g 0,3 g 0,5 g 0,3 g 
Phenolrot 0,025 g 0,024 g 0,024 g 0,050 g 
Ag a r-Ag ar 15 g 12 g 12 g 12 g 
Entspricht den Trocken- BBL11317 Difco B 86 Merck 3913 Oxoi d CM 33 
nährböden Serva 48 224 
Nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 ± 0,1 (4.4) wird der 
Nährboden vorsichti·g erhitzt und 1 Min. gekocht. Nach Abfül -
len von ca. 8 ml in Reagenzgl~ser (4.3) wird 15 Min. bei 121°C 
autoklaviert, das Medium in Schräglage abgekühlt, so daB eine 
mindestens 3 cm lange Hochschicht und eine 3 cm lange Schräg-
fläche entstehen. 
Testnährböden zum ~achweis der lysindecarboxylase und der 
Sulfhydrase 
(3.12.1) LDS-Nährboden (Lysindecarboxylase-Sulfhydrase - Testnährboden 
11ach Costin): 
Fleischpepton 4,5 g; Sojamehlp~pton 2 g; Hefeextrakt 3 g; 
Natriumchlorid 5 g; D(+)-Glucose 1 g; l-Lysinmonohydro-
chlorid 10 g; Natriumthiosulfat 0,2 g; Ammoniumeisen(II)-
sulf~t 0,2 g; Bromkresolpurpur 0,032 g; Agar-Agar 6 g; 
PH= 5,6 ± 0,1. 







Der Nährboden wtrd ~n Reagenzgläser (4.3) zu ca. 5 ml 
abgefUllt, 15 Min. bel 121°C autoktaviert und aufrecht 
stehend bis zur Erstarrung .abgekühlt. 






( 4 • 1 ) 
(4.2) 
Fleischpepton oder Gelatinepepton 5 g; Heteextrakt 3 g; 
0(+) - Glucose 1 g; L- Lysinmonohydrochlorid oder L-Lysin 
10 g; Natriumthiosulfat 0,04 g; Ammoniumeisen(III)-citrat 
0,5 g; Bromkresolpurpur 0,02 g; Agar-Agàr 12,5-14,5 g je 
nach Qualität; pH= 6,7 ~ 0,1. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockenn~hrböden BBL 
11 363, Merck 11 640, Oxoid CM 381, Serva 48 264. 
Der Nährboden wird in Reagenzgläser (4.3) zu ca. 8 ml abge-
füllt und 15 Min. bei 121°C autoklaviert. Die Röhrchen wer-
den in Schräglage abgekühlt, so daB eine mindestens 3 cm 
lange Hochschicht UQd eine ebenso lange Schrägfläche ent-
stehen. 
Paraffin, dickflüssig, DAB 8, steril: Abfüllen in Kolben, 
mit Steristopfen verschlieBen und 15 Min. bei 121°C auto-
klavieren. 
Biochemische Differenzierungssysteme für Enterobacte ria ceen 
wie API 20 E, Enteratube 11, Minitek u.a. 
Polyvalente Salmonella-Testsera für Objektträger-Agglutinatior 
(staatlich zugelassen) fotgender Gruppen: A-E4 (polyvalent 1), 
F-60 (polyvalent 11), 61-65 (polyvalent 1·11). Anstelle der 
Testsera polyvalent I und II kann ein Salmonella-Testserum 
omnivalent (A-60) verwendet werden. 
0- und H-Faktorensera (staatlich zugelassen) 
Geräte --
-auBer den in einem mikrobiologischen Laboratorium gebräuch-
lichen Gerätschaften 
Kol~en von breiter Basisfläche und 400 - 500 ml Fassungsver-
mögen (Erlenmeyer ader Fernbach), dazu passende Steristopfen 










( 4 . 5 ) 
( 5 ) 
( 5 • 1 ) 
( 5. 2) 
( 5 . 3 ) 
( 5. 4) 
- 7 -
~eagenzgläser (16x160 mm). dickwandig ohne Bördelrand mit 
dazu passenden Steristopfen 
pH-Meter 
Heizbarer Magnetrührer mit Rührstäbchen 
Ausführu·ng 
Vorbereiten de~ Probe 
Die Probe wird in ein steri l es mit Schraubd eckel verschlieB-
bares GefäB eingefüllt und gemischt. Eventuell varhandene · 
Klumpen werden vorher unter aseptischen Bedingunge n zerklei-
nert. 
Voranreicherung 
In zwei Kolben mit je 225 ml sterilem gepuftertem Pepton-
wasser (3.1) werden unter aseptischen Bedingungen je 25 g 
der Probe eingewogen und unter vorsichtigem Schütteln sus-
pendiert. Zur Prüfung des pH-Wertes (3.2) werden von diesen 
Suspensionen einige Tropfen mit einer sterilen ·Pipette ent -
nommen. Sofern der pH-Wert unter 6,0 liegt, wird der Voran -
reicherung soviel von der Calciumcarbonat-Su spension (3.3) 
zugefügt, bis das Jndikatorpapier einen pH-Wert von 6,5 bis 
7,2 anzeigt. 
Nach einer Stehzeit von einer Stunde bei Raumtemperatur wird 
für zo· bis 24 Stunden bei 37°C bebrütet. 
Erste Hauptanreicherung 
Von jeder Voranreicherung (5.2) werden mit sterilen Pipetten 
10 ml in Kolben mit 50 mi Tetrathionatbouillon (3.6.1 oder 
3.6.2) übertragen. Bei Proben mit Zusätzen von Konservierungs-
stoffen und bei gepreBten Futtermitteln muB parallel eine wei -
terè erste Hauptanreicherung mit einer ·Selenit - Anreicherungs-
. bouillon (3.6.3 oder 3.6.4) in gleicher Weise angesetzt wer-
den. 
Die Kolben werden 18 - 20 Stunden bei 37°C bebrütet. 
Zweite Hauptanreicherung 
Aus jedem Kolben der er~ten Hauptanreicherung (5 . 3) werden 
mitstertien Pipetten 10 .ml in Kolben mit eiDem analegen 





Anreicherungsmedium (3.6.1 oder 3.6.2: 3.6.3 oder 3.6.4) 
Óbertragen und 6 - 8 Stunden bei 37°C bebrütet. 
Ausstreichen auf Selektiv-Nährboden 
Von jedem Kolben der zweiten Hauptanreicherung (5.4) wer-
den mittels einer Impföse Verdünnungsausstriçhe angelegt 
auf zwei Plattenmit DHL-Agar (3.7), zwei Platten mit XLD-
Agar (3.8) und ~iner weiteren Selektivplatte eigener Wahl 
(3.9). Die Ausstrichplatten werden 24 Stunden bei 37°C be-
brütet und auf salmonellaverdächtige Kolonien untersucht. 
Hierzu sind die allgemein gültigen, in mikrobiologischen 
Handbüchern (8) bzw. vom Hersteller der Trockennährböden 
angegebenen Auswertungskriterien (Farbe der Kolonien; Farb-
umschlag des Selektivnährbodens und Präzipitathöfe) zu be-
achten. 
Sofern keine diesen Kriterien entsprechende Kolonien var -
liegen, ist die Bebrütungszeit auf 48 Stunden bei 37°C zu 
verlängern. Die Selektivnährboden-Platten sind danach er-
neut auf Anwesenheit von salmonellaverdächtigen Kolonien zu 
untersuchen. 
Biochemische Identjfizierung 
Von den Au~strichplatten der verschiedenen Selektivnährbö-
den (5.5) werden, sofern vorhanden, 6 oder mehr salmonella-
verdächtige Kolonien isoliert. Nach Herstellen von Reinkul-
turen (3.10) sind nachfolgende Stoffwechselleistungen zu 
prüfen. Hierbei sollte auch nach den in mikrobiologischen 
Handbüchern festgelegten Anwendungsvorschriften (Anlage des 
Tests, Bebrütungszeiten und Temperaturen) und Auswertungs-
kriteri~n (8) vorgegangen werden. 
Anstelle der einzelnen Differenzierungsmedien (3.11 und 
3.12) kann auch ein biochemis~hes Identifizierungssystem 
(114) verwendet werden. 
Verwertung von Lactose 
Beimpfen von Röhrchen mit Kligler-Agar (3.11): Die Rein-
kultur wird hierzu sowohl auf der Schrägfläche ausgestrichen 
wie 'auch in die Hochsch~cht durch einen zentraJen Stiih be-



















Die meisten Salmonellen verwerten lactose nicht. MutmaB-
liche Salmonellenkulturen werden angezeigt durch eine 
alkalische (rote) Schrägfläche und eine angesäuerte (gelbe) 
Hochschicht ader eine durch Schwefelwasserstoffbildung ge -
schwärzte Hachschicht. 
(5.6.2) lysindecarbaxylase und Sulfhydrase 
Wahlweise LDS-Agar ader lysin-Eisen-Agar: 
( 5 . 7 ) 
-Beimpfen van Röhrchen mit LDS - Agar (3.12.1). Die Reinkul-
tur wird durch einen zentraJen Stiçh bis zum Boden des 
Röhrchens beimpft; danach wird mitsteritem Paraffinöl 
etwa 0,5 cm hoch überschichtet und bis zu 48 Stunden bei 
37°C bebrütet. 
Die meisten Salmanellen decarbaxylieren Lysin zu Kadaverin 
(alkalische Reaktian) und bilden Schwefelkasserstoff. Mut-
maBliche Salmonellenkulturen werden daher angezeigt durch 
eine Violettfärbung .und im weitere~ Bebrütungsverlauf durch 
eine Schwärzung des Nährbadens. 
-Beimpfen von Röhrchen mit Lysin-Eisen-Agar (3.12.2): 
Die Reinkultur wird hierzu sawohl auf der Schrägfläche 
ausgestrichen wie auch in die Hachschicht durch einen zen-
traten Stich verimpft und bis zu 48 Stunden bei 37°C be -
brütet. 
MutmaBliche Salmonellenkult~ren we rden durch eine violette 
Schrägfläche und eine violette Hochschicht mit ader ohne 
Schwärzung durch Schwefelwasserstoff angezeigt . 
Serologische Prüfung 
Nach der Objektträgermethode wird mit polyvalenten Test-
seren geprüft. Hierbei sollen auf einen Pepton - Glucose - Hefe-
extràkt - Nährboden (3.10) oder ~ligler-Agar (3.11) gewachsene, 
etwa 20 Stunden alte Kulturen verwendet werden. 
Nach der Arbeitsanleitung des Herstellers der Sera ·(3.15) 
wird zunächst mit Salmonella-Testserum polyvalent I ge -
prüff, bei einem negativen Ergebnis (keine Agglutination) 
nachfolgend mit Salmonella-Testseren polyvalent IJ und III. 
( 
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Mit Hilfe der raktorensera (3.16) kann eine end90lti9e Typi-
sierung erfoJ9en. Es empfiehlt sich, diese Untersuchungen 
durch eine Salmonellen-Zentrale vornehmen zu lassen (Ver-
sànd der Stämme in Sicherheitsbehaltern)~ 
(6) Auswertung 
Ein positives Agglutinationsergebnis, sowie fehlender Lactose-
abbau und positive Lysindecarbo~ylase- und Sulfhydrasereaktion ~ 
sind ausreichende Kriterien für die Feststellung von Salmonel-
len. Die Arizona-Gruppe (Subgenus JII) unterscheidet sich von 
den Obrigen Salmonellen durch die Verwertung von Lactose. 
(7) Attestierung des Befundes 
( 8) 
Unter Nennung der Methode ist anzugeben: 
- Salmonellen in 50 9 Probe nicht nactiweisbar {bei neg.ativem 
Resultat der beiden Probeeinwaagen). 
- Salmonellen nachweisbar in 50 9 Probe (bei positivem Resul-
tat einer oder beider Pr~beeinwaagen). 
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IAG-Methodenvorschlag 1985 
Nachweis von coliformen Bakterfen und Escherichia coli 
in Futtermitteln 
(1) Zweck und Anwendungsbereich 
Die Methode dient dem Nachweis von coliformen Bakterfen 
und Escherichia coli in Futtermitteln. 
(2) Prinzip 
Die in .einem Futtermittel enthaltenen Keime werden suspendier· 
und nach einem Titerverfahren (MPN) in Teströhrchen mit einer 
Lactose-Bouillon angereichert. Diese Voranreicherung ist er-
forderlich, urn auch sublethal geschädigte Enterobakterien 
zu reaktivieren. 
Bei Anwesenheit lactose-positiver Keime (angezeigt durch Gas-
bildung) erfolgt die Feststellung coliformer Bakterfen durch 
Beimpfung einer Selektivnährlösung mit den entsprechenden 
Teströhrchen der Voranreicherung. Escherichia coli wird nach-
folgend durch Ausstreichen auf einen En~o-Nährboden und bio-
chemische PrUfung von verdächtigen Kolonien nac·hgewiesen. 
(3) Nährböden und Reagenzien 
Damit ein sicherer Nachweis von coliformen Bakterfen und 
E.coli-Keimen sowie eindeutige biochemische Reaktionen ge-
währleistet sind, wird empfohlen, die Nährböden nicht selbst 
herzustellen, sondern nach Möglichkeit fertig formulierte 
und standardisierte Trockemährböden zu verwenden.lDie vom 
Hersteller eines Trockennährbodens angegebene Menge bzw. die 
im einzelnen aufgefUhrten Bestandteil~ werden (soweit nicht 
anders angegeben) jeweils in 1000 ml destilliertem bzw. voll-
entsalz~em Wasser suspendiert, 10 Min. gerUhrt und der pH-
Wert gegebenenfalls mit 1 ~lf ·oder 0,1 ~ Salzsäure bzw. Natron-
lauge mit einem pH-Meter eingestellt. 
(3.1) Anreiche~ungsbouillon 
Reagenzgläser (4.1) werden mit 10 ml einer zweifach konzen-
trierten Nährlösung bzw. Reagenzgläser (4.2) mit 8 ml einer 
Nährlösung einfacher Konzentration befUllt, mit Durham-Röhr-
chen un~ Sterfstopfen vers~hen und 12 Min. bei 121°C autokla-
viert: 
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(3 .1.1) Lactose-Pepton-Bouillon nach Eijkman 
Caseinpepton 15 g; di-Kaliumhydrogenphosphat 4 g; 
Kaliumdihydrogenphosphat 1 ,5 g; NatrJumchlorid 5 g; 
Lactose 3 g; pH = 6~8! 0,2 . 
Di eser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
Difco B 17 und Merck 7655. 
(3.1.2) Lactose Bouillon 
Gelaiinepepton 5 g; Fl~ischextrakt 3 g; Lactose 5 g; 
pH= 6,9! 0,1. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
BBL 11 333, Merck 7661 und Oxoid CM 137. 
(3.2) Selektivbouillon 
Reagenzgläser (4.2) werden mit 8 ml der Nährlösung be-
füllt, mit Durham-Röhrchen und Steristopfen versehen 
und 12 Min. bei 121°C autoklaviert: 
(3 .2 .1) Bri 11 iantgrün-Galle-Lactose-Boui llon (BRILA-Boui llon) 
Fleischpepton ader Gelatinepepton 10 g; Lactose 10 g; 
Ochsengalle 20 g; Brilliantgrün 0,0133 g; . pH= 7,2! 0,1 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
BBL 11 080, Difco B· 7, Merck 5454 und Oxoid CM 31· 
(3 . 2.2) Laurylsulfat-Bouillon 
Tryptose 20 g; Lactose 5 g; Kaliumdihydrogenphosphat 
2,75 g; di-Kaliumhydrogenphosphat 2,75 g; Natriumchlorid 
5 g; Natriumlaurylsulfat 0,1 g; pH= 6,8! 0,1 . 
Dieser Formulierung entsprechen dJe Trockennährböden 
BBL 11 338, Difco B 241, Merck 10 266 und Oxoid CM 451 . 
(3.3) , Endo-Agar 
Fleischpepton 10 g; Lactose 10 g, di-Kaliumhydrogenphosphat 
3,5 g; Natriumsulfit 2,5 g; basisches Fuchsin 0,4 g 
(0,5 g); Agar-Agar 10- 15 g jenach Qualität; PH= 
7,4! 0,2. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
BBL 11 199, Difco B 6 und Oxoid CM 479; mit 0,5 g 
basischem Fuchsin: Merck 4044 (Endo-C - Agar) · 
Der Nährboden wird zu 200 ml abgefüllt, 15 Min bei 
121°C autoklaviert und nach Abkühlen auf ca. 60°C in 
Petrischalen gegossen. 
( 3 • 4 ) 
( 3 . 5) 
( 
( 3 . 6 ) 
( 3 • 7 ) 
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Standard 11 - Nährbouillon 
Fleischpepton 4,3; Caseinpepton 4,3 g; Natrium-
chlorid 6,4 g; pH= 7,5 .±. 0,1. 
Dieser Formulierung entspricht der Trockennährboden 
Merck 7884. 
Die Nährlösung wird zu 8 ml in Reagenzgläser (4.2) 
abgefüllt und 12 Min. bei 121°C autoklaviert. 
SIM-Medium 
Caseinpepton 20 g; Fleischpepton 6,1 g (6,6 g); 
Ammoniumeisen (111) - citratoder Ammoniumeisen (III)-
sulfat 0,2 g; Natriumthiosulfat 0,2 g; Agar-Agar 3 bis 
3,5 g jenach Qualität; pH = 7,3 .±. 0,1. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
BBL 11 578, Merck 5470 (mit 6,6 g Fleischextrakt) und 
Oxoid CM 435. 
Der Nährboden wird vorsichtig _erhitzt, etwa eine Minute 
gekocht, zu 5 - 10 ml in Reagenzgläser (4.2) abgefüllt, 
12 Min. bei 121°C autoklaviert und als Hochschicht-
agar bis zur Erstarrung abgekühlt. 
MR-VP-Bouillon 
Fleischpepton 7 g (5 g); Glucose 5 g; di-Kaliumhydrogen-
phosphat 5 g; pH = 6,9 - 7,5. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
BBL 11 383; Difc~ B 16; Merck 5712 und Oxoid CM 43 
(mit 5 g Fleischpepton) 
Reagenzgläser (4.2) werden mit 8 mi der Nährlösung 
befüllt, mit Durham-Röhrchen und Steristopfen ver sehen 
und 12 Min. bei 121°C autoklaviert. 
Simmons-Citrat-Agar 
Ammoniumdihydrogenphosphat 1 g; di-Kaliumhydrogen-
phosphat 1 g; (ader: Ammoniumdihydrogenphosphat 
0,2 g; Natriumammoniumhydrogenphosphat 0,8 g); tri-
Natriumcitrat 2 g; Magnesiumsulfat 0,2 g; Natriumchlorid 
5 g; Bromthymolblau 0,08 g; Agar-Agar 15 g; pH= 6,9 + 0,2. 
Dieser Formulierung entsprechen die Trockennährböden 
( 
( 3 • 8) 
( 3 • 9) 
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BBL 11 620; Difco B 91 und Merck 2501. Die in Klammern 
gesetzten Angaben für Ammoniumdihydrggenphosphat und 
Natriumammoniumhydrogenphosphat entsorechen der Formu-
lierung des Trockennährbodens Oxoid CM 155. 
Der Nährboden wird vorsichtig erhitzt, etwa eine Minute 
gekocht, zu 8 ml in Reagenzgläser (4.2) abgefüllt, 12 
Min. bei 121°C autoklaviert und als Schrägagar bis zur 
Erstarrung abgekühlt. 
Biochemische Differenzierungssysteme für Entero-
bacteriaceen wie AP1 20 E, Enteratube 11, Minitek u.a. 
Kovács 1ndolreagenz 
(3.10) Methylrotlösung: 0,04 g Methylrot werden in 60 ml 
absolutem Äthanol gelöst u~d mit dest. Wasser auf 
100 ml aufgefüllt. De~ pH-Wert wird auf 5 .5 einge-
stellt, wobei die Lösung eine orange Farb e annimmt. 
(3.11) Reagenz für Voges - Proskauer Test: Barrit-Reagenz 
oder O'Meara-Reagenz oder Kupfersulfatlösung nach 
Leifson. 
(4) Gerät e 
( 4 . 1 ) 
( 4 • 2 ) 
( 5 ) 
( 5 • 1 ) 
- au~er den in einem mikrobiologischen Laboratorium 
gebräuchlichen Gerätschaften. 
Reagenzgläser ( 180 x 20 
rand mit dazu passenden 
stopfen. 
Reagenzgläser ( 160 x 1 6 
' rand mit dazu passenden 
stopfen. 
Ausführung 
Vorbereiten der Probe 
mm), dickwandig ohne Bördel-
Durham - Röhrchen und Steri-
mm), dickwandig ohne Bördel -
Durham-Röhrchen und Ster i-
Die Probe wird in ein steriles mit Schraubdeckel ver-
schlie~bares Gefä~ eingefüllt und gemischt. Eventuell 
varhand ene Klumpen werden varher unter aseptischen Be-
dingungen zerkleinert. 
( 5. 2) 
( 5 . 3 ) 
( 5. 4) 
( 5. 5) 
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Verdünnungsreihen und Voranreicherung 
Aus einer Einwaage von 10 g Probe in 90 ml (10- 1 Ver-
dünnung) einer Schüttellösung (nach Arbeitsvorschrift: 
lAG-Methode zur Keimzahlbestimmung mesophiler aerober 
. 
Bakterien und Schimmelpilze) werden je 10 ml Suspension 
(entsprechend 1 g Futtermittel) in 3 Röhrchen mit doppelt 
konzentrier.ter Anreicherungsbouillon (3.1.1 ader 3 .1. 2) 
übertragen. In gleichfalls 3facher Wiederholung sind je 
1 ml der Suspensionen von Verdünnungsröhrchen 10- 1; 
10- 2 ; 10- 3 (entsprechend 0,1; 0,01; 0,001 g Futtermittel) 
in Röhrchen mit Anreicherungsbouillon einfacher Konzen-
tratien (3.1.1 ader 3.1.2) zu übertragen . 
Die beimpften Teströhrchen werden 48 Stunden bei 37°C 
bebrütet. Gasbildung deutet auf die Anwesenheit von 
coliformen Bakterien und E.coli hin {positive Reaktion). 
Selektive Anreicherung 
Von allen positiven Teströhrchen der Voranreicherung 
werden 0,1 mi in Röhrchen mit BRILA-Bouillon (3.2.1) 
ader Laurysulfat-Bouillon (3.2.2) übertragen. Die be-
impften Teströhrchen werden 24 Stunden bei 37°C be-
brütet. 
MPN- coliforme Bakterien 
Alle Test~öhrchen (5.3) mit Gasbildung sind als positiv 
zu bewerten. Zur Feststellung der MPN-Indexzahl (McCrady; 
Collins; DeMan) sind drei Verdünnungsstufen nach Möglich-
keit so auszuwählen, daB die höchste Verdünnungsstufe 
keine positiven Teströhrchen umfaBt. Zur Ermittlung der 
wahrscheinlichen Keimzahl coliformer Bakterien/g Futter-
mittel ist die MPN-Indexzahl mit dem reziproken Wert 
der niedrigsten der drei ausgewählten Verdünnungen zu 
multiplizieren (siehe Tabelle). 
MPN - Escherichia coli 
Von allen Teströhrche~ (5.3) mit Gasbildung werden auf 
Enda-Agar-Platten (3.3) Ausstriche hergestellt und 
24 Stunden bei 37°C bebrütet. Rote Kolonien mit typi-
schem grünschimmernden Metallgl~nz sind E.coli-verdächtig 
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und werden mittels eines Identifizierungssystems (3.8) 
geprüft bzw. auf folgende biochemische Stoffwechsel-
leistungen getestet: 
- Inqolbildung 
Beimpfung van -Standard II-Nährbouillon (3.4) ader SIM-
Medium (3.5) und Bebrütung für 24 Stunden bei 37°C. 
Die Röhrchen werden auf Bildung van Indol durch Zugabe 
van Kovács-Indolreagenz (3.9) geprüft. 
E.coli: positive~ In~oltest. 
- Methylrot-Test und Voges-Proskauer Reaktion 
Beimpfung van MR-VP-Bouillon (3.6) und Bebrütung für 
24 Stunden bei 44°C. 
Van allen Röhrchen mit Gasbildung werden je 1 ml be- . 
brütete Nährlösung mit 2 Trapfen Methylrotlösung (3.10) 
versetzt und je 1 ml bebrütete Nährlösung mit Reagenz 
(3.11) versetzt. 
E.coli: po s itiver Me~hylrot - Test 
negativer Voges-Pro skauer Te st. 
- Citratabbau 
Beimpfung van Simmons-Citrat Agar (3.7) und Bebrütung 
für 48 Stunden bei 37°C. Abbau van Citronensäure wird 
durch Umschlag des Indikator s nach Blau angezeigt. 
E.coli : negativer Citratabbau 
Zur Ermittelung der wahrscheinlichen Keimzahl van E.coli/g 
Futtermittel sind die Endo-Platten mit biochemisch bes tätig-
ten E.coli - Kolonien heranzuziehen. Hieraus wird {wie in 
5.4 beschrieben) anhand der Tabe lle die MPN - Inde xzahl ab-
gelesen und mit dem betreffenden reziproken Verdünnungs-
faktor multipliziert. 
(6) Attestierung des Befundes 
Unter Nennung der Methode ist die festgestellte Keimzahl 
an coliformen Bakterien und E.coli anzugeben. 
LBP, März 1985 
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Tabelle: 
Bestimmung der MPN Indexzahlen aus der Stichzahl für den 
3-fachen Parallelansatz, bei Verdünnungsschritten von 1 10 
(ISO, 1978; Näveke und Tepper, 1978; Me Crady, 1918) 
3 Parallelen 
Stichzahl MPN- Wahrscheinlich- Stichzahl 
Indexzahl keit 

























Ausgangssuspension (10 ml) 
Verdünnung 1 : 10 
Verdünnung 1 : 100 


























2 Röhrchen positiv 
0 Röhrchen positiv 
0 Röhrchen positiv 
0 Röhrchen positiv 
MPN lndexzahl: 0.9 
Verdünnungsstufe: 10° 
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